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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Jfj n ° M*hode zur Synthase von Gemischen einfach aktrvierter und nicht aktivierter Polyoxvalkylene zur 
Modmzierung von Proteinen 

® Die Erfindung betrifft efne Methode zur Herstellung von 
hochrefnen, spazifisch einseftig aktlvierten/Funktionalf- 
sierten Polyoxyalkylenen, die vorwiegend zur Kopplung 
an Proteine und anderen bfologisch aktive MolekGle ein- 
gesetzt werden. Die Methode let geelgnet, Gemlsche von 
einfach aktivierten Polyoxyalkylene mlt nicht reaktiven 
Polyoxyalkylenen zur Verfugung zu stellen, dfe efne Ver- 
netzung der Proteine durch mehrfach aktivferte Polyoxy- 
alkylenmolekule ausschlfeBt und damit vielfaltige Konv 
plikationen be) der ModiMzIerung biologisch aktiver Mole- 
kule und Proteine vermeidet 
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Beschreibung 
HIntergnmd der Erfindung 

5 [0001] Biologisch aklive MolekQle, vor allem Protedne und Enzyme steuern und regulieren vielfSltige Lebens- und 
S lofTwechselvorgange in lebenden Organismen. Fflr vide medizinische Indikationen und Anwendungcn wuiden daher 
chcmisch oder biochemisch heigestelltc Protcinc entwickelt, die ein auBergewohnliches Wirkungsspektrum enlfalten. 
Als nachteilig bei diesen auf reinen Proteineo basierenden Therapien habeo sich mogliche antigene "Wirkungen der ver- 
abreichten Proteine erwiesen. Dariiber hinaus kooncn diese auf Proteinen basierenden Medikamente im allgemeinen 

10 nicht oral sondem nur per Injektion verabreicht werdea Auch werden sie relativ schnell Ober die Niere ausgeschieden, 
das beiBt sie baben im Organismus nur cine sehr begienzte HalbwertszeiL Eldc Vielzahl von Arbeiten haben sich mit der 
KoppluDg verscMedenster synthetischer wassedoslicher Polymere an solche biologisch aktiven Molektile beschaftigt, 
mit dem Ziel mogliche antigene Wirkungen zu verhindern, sowie die Halbwertszeit im Qrganismus zu erhohen. (Del- 
gado C. Francis, G. E. Fisher, D. Crit Rev. Ther. Drug Carrier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet habeo 

15 sich dabei Polyoxyalkylene insbesondere Polyoxyethylene gemaB der Strukturformel 1 erwiesen. (Reza Mehvar, J. Phar- 
maceutSci, 3 (1)125, 2000). 

Strukturformel 1 

20 ROCHzCH^OCH^H^OH (=RO-POE-OH) 

mit R = H: alpha-omega-Dmyatoxypolyoxyethylen 

mit R = Aryl oder Alkyl alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxy- 
ethylen 
25 und n = 5 bis 2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine Vielzahl von Voiteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
lich. Sie zeigen praktisch keine antigene Wirkung. Sie werden enzymatisch nicht abgebaut, sind jedoch bakteriell abbau- 
bar. Sie weisen in wassriger Losung bedingt durch ihre Koordinationsphare mit Wassermolekulen ein extrem groSes hy- 
drodynamisches Volumen auf. Oblicherweise werden zur Modifizierung von Proteinen die Polyoxyethylene chemisch an 

30 freie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des Proteinmolekuls gekoppelt Die meisten Arbeiten beschafb'gen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
saure Lysin (Veronese, F. M, Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and 
Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine definierte An- 
zahl Polyoxyethylenketten an ein Proteinmolekiil zu binden, ohne die biologische Aktivitat wesentlich zu verandern, je- 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhohen und die antigene Wirkung zu vermindern. Vielfaltige Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewunschten Wirkungen wie z. B. Erh5hung der Halbwertszeit des Proteins im Kor- 
per mit zunehmender Molmasse der Polyoxyalkylene verbessert werden konnten. Fiir die Kopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydroxygriippen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppen chemisch so umge- 
setzt, dass reaktive Gruppen entsteben, die in einfacher Wcise mit den freien Amino-, Hydroxy-, Thiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven MolekOls reagieren. Es wurde eine Vielzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt urn Po- 
lyoxyethylene/Polyoxyalkylene an biologisch aktive Molektile chemisch zu bindea (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethyiene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinsder, O. B., Gabriel, N. E., Farrar C. E., Deprince, R B. US 5,985,265). Beispiele ffir Reaktionen die zur 
Aktivierung von POlyoxyethylenen fuhren sind, einschlieBlich der resultierenden aktivierten Polyoxyethylenderivate in 

45 den folgenden Reaktionsgleichungen 1-4 wiedergegeben. 



Reaktionsgleichung 1 
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RO-POE-OH 
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Reaktionsgleichung 2 
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Reaktionsgieichung 3 



ci 'a 



RO-POE-OH ► RO-POE-O^N^, 



o 



Reaktionsgieichung 6 
Synthese von verzweigten Polyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B" ► R 2 X - + BH 

1. Polymerisation 



10 



20 



25 



,0 

RO-POE-OH RO.POE-0-(CH 2 ) K -< 0 

H * 

P^lye%kM V011 ^^^^W^ 1 ^ entstehen bei der Aktiviemng alpha-omega-diaktivieite 

[0004] ImFall von alpoa-hydroxy-oinega-Alkoxypolyoxycthylenen bzw. alpha-hytoxy-omega-Aryloxypolyoxyclhy- 
lenen entstehen bei der Aktivierung einfach alpha-aktiviert^omega-Alkoxypolyoxyethylene bzw. einfach alpha-akti- 
vie^mfiga-AiyloxypolyoxyethylBiie. Fiir die Kopplung an Proteine und biologisch aktive Molekffle werden im all g& - 
meinen alpha-hydroxy-oiiiBga-alkoxy-PolyoxyethyLenB zu monoaktivierten Pblyoxyethylenen umgesetzt, da di-akti- 
vierte Pblyoxyelhylene mehrcic Proteine vernctzen kSnnen. Die Vernetzung von Protrinen durch zweifach aktivierte Po- 
lyoxyalkykne hat die auf der nachsten Seite beschriebenen, nachteiiigen Effektc wie z. B. erbohte antigene Aklivitat der 
Proteine oder zusatzliche, aufwendige Reinigung der nxxfifizierten Proteine zur Folge. 

[0005] Die Synthese der Polyoxyalkylenen selbst erfolgt durch aniocrische, alkalische Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend von eanem InitiatormolekuJ. das noch mindestens ein aktives, acides Wasserstoffatom enthaU Das Initia- 
tormolekUl wild mit einer Base, im allgemeinen Alkali-, Erdalkalimetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetallhydri- 
den oder All^metallalkylen in ein Initiatoranion (Alkoholat-, Amid- oder im einfachsten Fall ein Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisation des Alkylenoxid einleitet (Reaktionsgieichung 5a, 5b) (Lit: UUmann's Encyclopedia of 30 
Indusmal Chemistry 5. Ed \ol A21, S. 583). Durch Verwendung von Glycidol als Comonomer konnen nach demglei- 
cnen Keaktionsschema verzweigte Polyoxyalkylenc (Reaktionsgieichung 6a, 6b) heigestcllt werden. 

Reaktionsgieichung 5 

35 

Synthese von linearen Polyoxyalkylenen 

a)R 2 XH + B- — ► R 2 X+BH 

« 1. Polymerisation 40 

nCHr-CHR 1 — ► R 2 XCH 2 CHR'(OCH 2 CHRViOH 



45 



50 



b) R 2 * + nCHa-CHR 1 + CH2-CHCH 2 OH 

\ / \ / 2 H + 55 

o o 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH (OCH 2 CHR' WOH 

I 

CH^OCHjCHRVOH 

mil . R 2 = Alkyl, Aiyl, H oder C^Hz^XH, X = O oder NR 3 und n = 5 bis 2000 R 1 = Alkyl oder H und R 3 = Alky], Aryl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fur die gilt dass m + p kleiner als n ist. 

65 
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CHr-CHR 1 
\ / 

S 0 

wird im weiteren als Alkylcnoxid bezeichnet 

CHr-CHCH 2 OH 
\ / 

wird im weiteren ah Glycidol bezeichnet 

R 2 XH wird im weiteren als Imtiatormolekul fur die anioniscbe Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet. 
R*X~ wird im weiteren als Initiatoranion bezeichnet 

15 [0006] Im Falle von R 2 = Alkyl oder Aryl und X = O entsteben alpba-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. al- 
pha-hyaroxy-omega-Aryloxypolyoxyalkylene. Im Falle von R 2 = H oder R 2 = Alkenyl-OH entsteben alpha-omega-Di- 
hydroxypolyoxyalkylene Bedingt durch die gangige Syntbese der alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene gemaB 
Reaktionsgleichung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktion des Alkylenoxids mil Spuren von im Alky lenoxid oder In- 
itiatormolekul enthaltenen Wassers und bedingt durch KettenQbertragungsreaklionen immer einen mehr oder weniger 

20 groBen Anteil an alpha-^miega-dmydroxy-Polyoxyethylenen (Leonard, M., Dellacherie, E. Makromol. Chem. 189, 
1809-1817 (1988)). Dieser Anteil an alphramegar^ydtaxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmender Molmasse der 
alpha-hydroxy-omega-AlkoxypolyoxyethyLene ebenfalls zu. Die alpha^rnega-dihydroxy-Polyoxyethylene reagieren 
bei der Aktivierungsreaktion wie oben beschrieben zu alpha-ornega-di-aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
iungsreaktion mebrere Proteine vernetzen. Diese vemetzten Proteinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringerte 

25 biologische Aktivitat und verursachen bei der Applikation antigene Reaktionen im Organismus (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Pbly(ethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370, Kinstler, O. B., Gabriel, N. E., Farrar C. E„ Deprince, R. B. US 5,985,265). Aus diesem Grunde erfordert die 
Gegenwart der alpha-ornega-dihydroxy-Polyoxyelhylen- bzw. der alpha-omega-diaktivierten Polyoxyethylen-Verunrei- 
nigungen aufwendige und teuere Nachreinigungen der Polyoxyethylen-mom'tlzierten Proteine. Zudem geht ein nicht un- 

30 wesentlicher Tfeil des teuren Ausgangsproteins durch die ^rnetzungsreaktion verloren. 

[0007] Im Gegensatz dazu storeo alpha-omega- dialkoxy-Polyoxy alkylene die Proteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung tricht, da sie in Folge der vollstandigen Veretherung der Endgmppen nicht weiter aktiviert werden konnen und nicht 
an Proteine koppeln konnen. 

[0008] Die vadiegender Ertlndung zugrunde liegende Aufgabe bestand somit darin Gemische aus spezifisch alpha-hy- 
35 droxy-omega- alkoxy-Polyoxy alky lene mit alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die keine oder nur rninimale \fer- 
unreinigungen an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalky lenen enthalten so wie eine Methode zu deren Herstellung zu ent- 
wickeln. Diese Gemische mflssen leicht in spezifisch einfach aktivierte Polyoxy alky lene und alp h a-omega-di alkoxy-Po- 
lyoxyalkylene iiberfuhrbar sein und diirfen keine oder nur rninimale AnteiLe mehrfach aktivierter \ferunreirrigungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegenden Ertlndung kann auch durch direkte Herstellung von Gemiscben, die aus spezifisch 
40 einseitig aktivierten Polyoxyalkylenspezies (alpha- aktivierte-ornega-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha- aktivierte- 
omega-hydroxy-Polyoxyalkyiene) mit nicht aktivierten alpha-omega-dialkoxy- oder nicht aktivierten alpha-omega- di- 
hydroxy-Poiyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur rninimale Anteile alpha- omega- mehrfach aktivierte Polyoxyal- 
kylen-Verunreinigungen enthalten, erreicht werden. 

[0009] Oberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Schritten zusam- 
45 mengesetzten Prozess geldst werden, ausgehend von einem InitiatormoLekul fur die anionische, alkali sche Polymerisa- 
tion von Alkylenoxiden, das folgende \braussetzungen erfullt* 

Das Initiatormolekul muss mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Sticks toffgruppe aufweisen 
und gleichzeitig eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch R 4 ), die unter alkalischen Bedingungen stabil geschutzt ist, enthalten. Das acids Wasserstoffatom (H), wird im 1. 

50 Reaktionsschritt mit einer Base wie zum Beispiel Alkali- oder Erdalkalimetallen, Alkalimetalialkoholaten, Alkalimetall- 
hydriden oder Alkalimetallalkylen zum entsprechende Initiatoranion umgesetzt, das die anionischen Polymerisation von 
Alkylenoxid einleitet Die Schutzgruppe R 4 schutzt die aktivierte oder aktivierbare Gruppe A unter den Bedingungen der 
Alkylenoxidrttlymerisation. Die Schutzgruppe R 4 des Initatormolekfils muss nach der Polymerisation leicht entfernbar 
sein. Die geschQtzte aktivierte oder aktivierbare Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspaltung der Schutz- 

55 gruppe direkt mit einem Protein regieren kann oder durch chenrische Umsetzung wie Z.B. Veres temng, Amidierung 
leicht in eine aktivierte Gruppe umgewandelt werden kann. 

[0010] In einem bevorzugten Fall der Ertlndung ist die aktivierbare Gruppe eine Hydroxygruppe. Das Initiatormolekul 
wird durch die allgemeine Formel R 4 -(A)-(R 10 )j(XH) c (nrit e = 1 bis 12, R? die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
geschQtzte aktivierbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRrGruppe, R 10 eine beliebige lineare oder ver- 

60 zweigtc Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1) wiedergegeben. 
Im Falle von Verbindungen mit zwei und mehreren XH-Endgruppen (e groBer oder gleich 2) entstehen verzweigte Poly- 
oxy alkylene. Einen Sonderfall der Ertlndung ist gegeben wenn die Sauerstoff- oder Sticks toff gruppe, die das acide H 
Atom aufwetst gleichzeitig die geschtitzte aktivierbare Gruppe darstcllL In diesem Fall, wie beispielsweise bei t-Butanol, 
Benzylalkohol, Di- oder Triphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. 

65 [0011] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgmppen von Polyoxyalkylenen verstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe hergestellt werden konnen und die befahdgt sind das Polyoxy alky len chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylalgruppe eines Proteins oder Biomolekuls zu koppeln. Insbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe, eine 



4 
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prim. Aminoendgruppe, eine Succinimidylcarbonat-, hTitrophenylcarbonat-, Imidazolylcaibonat- und andere Carbonate- 
sterendgruppen, eine Succimmidylsuccinalendgnippc, eine Sucxnnimidylcarbonylendgruppe, eine Tbsylat- oder TYesyla- 
tendgruppe, eine Glyoxalendgruppe, eine Imidoesterendgruppe, eine Dichlor-triazinendgruppe, eine Isocyanaigruppe, 
eine Maleimmidgruppe, eine 2,2,2-THfluorethansulfonsauregruppe. Einen erfindungsgemaB bevorzugten Sooderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogruppen dar, da sie geschutzt als Acetal eine geschiitzte aktivierte Endgruppe darstellen. s 
[0012] Der zusammengeselzte Prozess ausgehend von dem ernaiungsgeinaBen Imtiatormolekul besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reaktionsgleichungen werden am Beispiel eines Imtaitormoiekifls mit einer XH-Gruppe darge- 
stellt (e = 1), bei mehreren fraen XH-Grappen, entsteht in Reaktioosschritt 1 analog ein Initiatoipolyanion, das in Schritt 
2 zu einem verzeigten einfech alpha-ge^hutzten^mega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen mit e Hydroxyendgruppen rea- 
giert In Schritt 3 wild dieses zu einem verzweigten einfach alpha-geschtitzten-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkyien urn- 10 
gesetzt aus dem in Schritt 4 schlieBlich ein in alpha-Steilung einfach aktivierbares oder einfach aktiviertes poly-omega- 
alkoxy-Pblyoxyalkylen resultieit.) 



1. Schritt 

OberfiUirung des beschriebenen Initiatormolekuls in das entsprechende Initiatoranion 
Reaktionsgleichung 7 

Base 

R 4 -(A)-(R 10 )XH — » R 4 -(A)-(R 10 )X- (fQre=1) 



15 



20 



bzw. 



R 4 "(AHR 10 )j(XH) e 



25 



H-Base 



R 4 -{AHR 10 )j(X-) e (fure>1) 



out H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivieite oder ak« 30 
tivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder d bis C^-Alkyl und a = 1 bis 7 und R 10 eine beliebige lineare 
oder veizweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e = 1 bis 12, i = 0 
oder 1). J 



2. Schritt 



[0013] Anionische Polymerisation des Aikylenoxids an der Alkoholat- bzw. Amid-Gruppe des Initiatormolekiils zu ei- 
nem ^pha-gescfaulztei™m^ (Reaktionsgleichung 8). Durch Copolymerisation eines Alky- 
ienoxjds mit Glycidol (3-Hydioxypropenoxid) (Reaktionsgleichung 9) konnen an dieser SteUe auch zusatzlich \ferzwei- 
gungen geschaffen werden und danrit auch trier alpha-geschQtzte-polyomega-hydroxy-Polyoxyalkylene heigestellt wer- 
den, die aufgrund der Verzweigung weit grofiere Molmassen wie lineare alpha-geschQtzte^mega-hydroxy-Polyoxyalky- 



35 



40 



Reaktionsgleichung 8 



fiire= 1 

R 4 -(AHR 10 )X~ + nCH^CHR 1 

\ / 
O 



bzw.f0re> 1 



R 4 -(AHR 10 )j(Xle+ nCHz-CHR 1 

\ / 



R^fAHR^XCHzCH^OCHzCHR'VtO- 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
R 4 -(AHR 10 )XCH 2 CHR , (OCH 2 CHR 1 ) n . 1 OH 



1. Polymerisation 

2. Neutralisation (+H*) 



45 



SO 



5S 



60 



O R^AMR^XfCHzCHR 1 ©) (^(CHzCHR'OHfle 
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Reaktionsgltichung 9 

R 4 -(A)-(R 10 )X- + nCH2-CHR 1 + CHr-CHCH 2 OH 1Po>Ymerisatton ► 

\ / \ / 2. -H + 

O 0 
R 4 -(A)-(R 10 )X^CH2CHR 1 O)pCH 2 CH(OCH 2 CHR 1 ) (WlH ,OH 

CH 2 (OCH 2 CHR%OH 

[0014] Mit den oben genarmten Bedeutungen von n, A, R 4 , R l , R 10 , X und m, p ganze Zahlen zwischen 0 und 2000 wo 
bei gill m + p < m 

3. Schritt 



[0015] Veretherung der im Schritl 2 gemafl Reaktionsgleichung 8 entstandenen freien - CH 2 CHR 1 OH-omega-EDd- 
gruppe bzw. der entsprechenden freien omega-Alkoholatfunktion des alpha-geschiitzten-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
Len bzw. der gem SB Reaktionsgleichung 9 entstanden freien oniega-hydroxy-Endgruppen mit einem Alkylierungsrea- 
gens R*Y wic beispielsweise einem Alkylhalogenid oder einem DialkylsulfaL Dabei entstehen gemSB Reaktionsglei- 
20 chung 10 aus den alpha-geschOtzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen alpha-geschatzte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene. 
Aus den alpha-gesdiu^tjeD^mega-poly-hydroxy-PolyoxYalkyieDe entstehen dabei alpha-geschutzte-omega-poly-al- 
koxy-Polyoxy alkylene. In jedem Fall werden bei diesem Reaktionschritt alpha-omega-Dibydroxy-Polyoxyalkyleoe und 
alpha-omega-polyhydroxy-Poly oxyalkylene, die im Schritt 2 als unerwunschte Nebenprodukte anf alien zu nicht rcakti- 
ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-polyalkoxy-Pblyoxyalkylene. 



Reaktionsgleichung 10 



1. +Base 

2. ♦rV /-r 



R^AH^VCHzCHR^OCHzCHR^^OrT : ~* 

R^AJ^R^iXCHzCHR^OCHzCHR^^OR 5 (fUr e=1) 

bzw. 

l>Base 

Z ♦ e R*Y / -eY 

R 4 -(A)-(R 10 )j(X(CH 2 CHR 1 O) { n-iye(CH 2 CHR 1 OH))e ► 

RMA)-(R 10 )i(X(CH2CHR 1 O) < r >.iye(CH2CHR 1 OH)k (ftlr e>1) 

45 mit R 5 = Ci bis Cir Alkyi und Y = Halogen oder SO4-R 5 , n, e, j, A, R 4 , X, R\ R 10 haben die Bedeutungen wie oben. 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) zur direkten Freisetzung der akri vierteo Gmppe (A) oder zur Preisetzung der 
SO aktivierbaren Gmppe A und nachfolgenden Aktivierung der freigesetzten aktivierbaren Gmppe (A). Entsteht nach der 
Entfemung der Schutzgruppe direkt ein Gemisch aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylencn und alpha- 
omega-^alkoxy-Polyoxyalkylencn kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. 1st (A) nur cine aktivierbare 
Gmppe wie zum Beispiel eine Hydroxygruppe, mufi das Gemisch aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen 
und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen an der freien Hydroxygruppe weiter zu einer aktiven, zu einer Reakrion 
55 mit einem Protein befahigten Gruppe umgesetzt werden. 

[0017] Einen Sonderfall der Erfindung stellt insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R 4 aus einem Gemisch 
von geschutzten alpha-akdvierten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylenen und alphaKmiEgaKhhyckoxy-Bolyoxyalkylenen 
unler Auslassung des Schritts 3 dar. In diesem Fall, der nur moglich ist wenn die Abspaltung direkt zu einem alpha-ak- 
tivierten-Polyoxy alky len ffihrt, kann dieses Gemisch direkt zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden ohne \fernetzun- 
60 gen der Proteine zu vcrursachen. Eine weiter Aktivierung deser spezifischen Gemische aus alpha-aktivierten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega- dihydroxy-Polyoxy alky lenen ist nicht moglich, da sie unweigeriich zu zwei- 
fach aktivierten Folyoxyalkylenen fiibren wiirde. 

[0018] Bevorzugt wind fur den beschriebenen Prozess die Vcrwendung von Ethyienoxid zur Herstellung von Gerai- 
schen linearer einfach alpha- akuvierter-omega-alkox y-Polyoxyethyleoe bzw. alpha-aktivierbarerK)mega-alkoxy-Poly- 
65 oxyethylene mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylencn und die Verwendung eines Monomergemischs 
von Ethyienoxid nrit 0, 1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol zur Herstellung von Gemischen verzweigter ein- 
fach alp^a-aktivierter-polyomega-hydroxy-Polyoxyethylene oder einfach alpha-aktivierter-poly-omega-alkoxy-Poly- 
oxyethytene mit nicht reaktiven alpha-omega-rwiyall^l-PolyoxyemylenerL ErfindungsgemaBe Schutzgruppen R 4 sind 
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leacht entfembare Schutzgruppen fur Hydroxygroppen, Amino- odor Aldeoydgruppen, die untex alkalischen Bedingun- 
gen stabil sind DemgemaB sind bevorzugte Initiatormolekiile einfacb geschOtzte Di- uod Polybydroxyverbindungen 
(einfach geschiitzte Glykole, einfacb geschQlztes Pentaerythrol, Glycerin, Trmiemylolpropan oder einfach geschiitzte 
Zuckeralkohole) Initiatormolekiile gemaB der vorliegenden Erflndung sind demgemSB \ferbindungen der Strukturfonnel 
2, 3, 4 und 5, bei denen die R 4 -S auerstofrbindung, nacb derUmsetzung nrit Alky lenoxid in Scbritt 2 und der Alkyb'erung 
in Schritt 3 unter saurcn oder hydrierenden Reaknonsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalien werden. 
[0019] ErfindungsgemaBe Alkohole sind in den Stnikturformel 2, 3, 4, 5 und 6 wiedergegeben. 

Strukturfonnel 2 

R^CHzCHjOXjH 

Stnikturformel 3 

R 4 -OCHrC(CH20H)3 

Stnikturformel 4 

R 4 -O<IH2rCR u (CHi0H)2 

Stnikturformel 5 

R^O-CH^CHOHX-CH^H 

Stnikturformel 6 

HOCHHCHOH)rCH-{CHOH) fl (CH 2 OH) ^ 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, ten-Butyl, Thpbenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-methoxy- 
benzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyi, Methoxymethyl, Benzyioxymethyl, t-ButoxymethyL 2-Methoxyet- 35 
hoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-MethyM-methoxyethyi, 1-Metbyl-l-benzyioxymethyl, p-Methoxybenzyl, Irialkylsilyl 
und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 Hs 4 und R u = Q-Ce-AlkyL 

[0020] Besonders bevoxzugte ImUatormoiekule (tf-(AMR l0 ) j (XH) e ) sind daruber hinaus alpha-hydroxy-omega- Alde- 
hyde bzw. Ketone oder alpha-arnino-omega-Aldehyde bzw. Ketone sowie Di- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone, 
deren jeweilige Aldehyd- oder Ketogmppe durcb ein Acetal oder ein Thioacetal geschUtzt sind (FT = Acetal- oder Thioa- 40 
cetalgruppe (A) = R 6 -CO-R 7 -) (siehe Stnikturformel 7, 8). 

Stnikturformel 7 

R 8 Z 

\ 

R 6 _C-R 7 _(XH)e 
/ 

R"Z so 

Stnikturformel 8 

[^) R^C-R 7 -(XH) e 

60 

R^^bisCirAlkyl 

R 6 = H oder C! bis Qg-Alkyl 

R 7 = eine beliebige lineare oder verzweigte KohlenwasserstoflQceUe mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebun- 
den sino\ X = 0 oder NR 3 mit R 3 = H,Aiyl oder Q bisCu-Alkyl " 65 

Z = OoderS 

R 9 = Ci bis Ci2-Alkenylrest und e= Ibis 1Z 

[0021] Das heiBt in der Formei fur das exfindungsgernaBe Initiatormolekale (K'-(A>CR l0 ^(XH9 e ) ist R 4 gleich zwei R 8 
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Gruppen bzw. eine -(CH^-Giuppe und die geschtitzte aktivierte Giuppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH)rR 7 - odd Thioaldchydhydrat R 6 -C(SH>2-R 7 -, die als solche naturlich nicht existieren sondem in die korrespon- 
dierenden Aldehyde oder Ketone umlagern und nur in der Form der jeweiligen Aoetale bzw. Ketale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erfindung sind anch die gemaB dem oben beschriebenen \erfahren (Schritt 1 bis 4) hergestell- 

5 ten Gemische ans einfach aktivierten Polyoxyalkylenen und nicht aktivierten unreaktiven alpha-omega-dihydroxy-Poly- 
oxyalkylenen beziehungsweise Gemische von alpha-alaivderten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und unreaktiven al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und al- 
p ha* omega- dialkox y-R)lyoxy alky lerjen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono- aktivierte Polyoxyalky- 
lene enthalten uberfiihrt werden kdnnen. Die mittlere molare Massen der erfindungsgemaBen Gemische liegt zwischen 

10 1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugl 90 bis 99,5 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw. einfach aktivierbare alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30Gew.-%, be- 
vorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-oniega-dialtoxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diakuvierten bzw. diakti- 
vierbaren Veiunreimgimgen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

15 [0024] Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung als aktivie- 
rende Gruppe eine Aldehyd- oder Ketogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrere Hydroxygruppen ent- 
halten mit alpha^megaKfihydroxy-Polyoxyethyleoen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxy-omega- Aldehyd bzw. Keton oder alpha- amino-omega-Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und Poly-hydroxy-Al- 
dehyden oder Poly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketorunktion mit einer Acetal- oder Thioace- 

20 talgruppe geschiitzt sind, als Initiatormolekal (Strukturformel 7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Gemisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomere hergestellt 
werden kdnnen. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
pha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diakdvierten bzw. diaktivierbaren Verunreinigungen ist kleiner 

25 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung 
als aktivierende Gruppe eine Aldehydgruppe enthalten und in omega- Stellung eine oder im Falle von Verzweigungen 
mehrere Alkoxygruppe(n) enthalten mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. im Falle von Ver- 
zweigungen alpha-omega-poly alkoxy-Polyoxyethy lenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1 , 2, 3, 4 aus einem, an der 

30 Aldehy dfunktion mit einer Acetal- oder Thioace talgruppe geschutzten alpha-hydroxy-omega- Alkanal oder alpha- amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als Initiatormolekul und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 
0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomer hergestellt werden kdnnen. Die Polyoxyalkylengenrische enthalten im allgemei- 
nen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoaldehyd- bzw. monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 

35 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive alpfaa-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Sie sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-poly alkan aloxyl-Polyoxyeihy lene enthalten. 

[0026] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 a/mol. 

40 [0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen mit nicht 
reaktiven alpha-omega-dialkoxy- oder alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyeuiylenen, die gemai3 der Abfolge von Schritt 
1, 2, 3, 4 aus einem, an der Aldehydrunktion mit einer Acetal gruppe geschutzten alpha-hydroxy-omega- Alkanal oder al- 
pha- amino-omega- Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als Inidatormolekul und Ethy- 
lenoxid bzw. einem Ethy lenoxid/Glycidol-Gemisch als Monomer, mit abschlieBender Oxidation der in Schritt 4 freige- 

45 setzten Aldehydgruppe zur Carbons aure hergestellt werden konnen. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% alpha-omega- dicarboxy-Polyoxy ethy lene enthalten. Die mittlere 
molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
3000 und 75000 g/mol. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% mo- 
nocarboxy-aktivierte Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% nicht reaktive alpha-omega- 

50 dialkoxy-Polyoxyalkylene. 

[0028] Die Gemische konnen in bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppe mit N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von IMcyclohexylc^rbodiirnid weiter zu Gemischen aus alpfaa-aktmerten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di- aktivierte Polyoxyethylene enthal- 
ten. 

55 [0029] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% alpha- 
hydroxy-omega- alkoxy-Polyoxyethylene mit 0,5 bis 30Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
ornega-m'alkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschutzten Di- und Po- 
lyhydroxyverbindungen (Sniiktmformel 2, 3, 4, 5) als Initiatcrmolekui und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit geringen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergestellt 

60 werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spaltung der ursprUngtichen K*-Sauerstoff-Bindung. Die Gemische sind in 
alien Fallen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha-omega- di- 
hydroxy-Polyoxyethylene bzw. alr^ia-omega-polyhydroxy-Polyoxy^hylene enthalten. 

[0030] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL Die Gemische kSnnen in bekannter Weise zu Gemischen aus alpha- aktivier- 
65 ten-omega-alkoxy-Polyoxyethylcnen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. zu Gemischen aus alpha- akti- 
vierten-poly-omega- alkoxy-Polyoxyethylenen und alr^ha-oniega-rxjlyalkoxy-Polyoxyethylenen umgesetzt werden, die 
die genannten medrigen Konzentrationen an di-akdvierten oder poly- aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die vcriie* 
gende Erfindung bezieht sich darflber hinaus auf die Verwendung der genannten erfodungsgemalkn Gemische von spe- 
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zifiscb einfach alpha- aktivierten-Polyoxyalkyienen mit nicht reaktiven Pblyoxyalkylenen, die gemSB Schritt 1 bis 4 und 
gegebenenfalls nachfoigender Akuvierungsreaktion zuganglich sind, fUr die Rcaktion mit Proteinen und anderen biolo- 
giscb aktiven Molekiilen. 

[0031] Insbesoodere bezieht sich die vorliegende Ertlndung auf die Vferwendung der genannten erfindungsgemaBen 
Gemische aus alpha-alkanaloxy-omega-hydroxy-Polyoxyethylenen und alpha-omegaKiihydroxy-PolyoxyethyleDen so 
wic auf die Ycrwendung der a^ha-alkanaloxy^mega-alkoxy-Polyoxyetbylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
emylenen, die dadurch gekennzrichnet sind, dass die Gemische keine oder nur nrinimale alpha-omega-dialkanaloxy-Po- 
lyoxyethylene enthalten, fur die Reaktion mit Proteinen und anderen biologische aktiven Molekiilen. 
[0032] Die Erfindung wir nun anhand von einigen Beispielen naber verdeutlicht 

Beispiell 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-(piop^l-al-3^xy>omega-butoxy-Poly (molare Masse 4950 g/mol) 

mit alpha-omega-di- butoxypolyoxyethylen (molare Masse 9500 g/mol) 

[0033] Zu einer Losung von 1,48 g 3,3-Diethoxy- 1-propanol in 10 mlTHFin einem Druckreaktor bei Raumtempexa- 
tur werden unter StickstorT2,l g Diphenylmethylkalium gel&st in 10 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet An- 
schlieBend werden 55 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geriihrt Nach der Abreaktion 
des Ethylenoxids werden 0,2 g NaOH zugegeben und anschlieBend 1-Chlorbutan im Oberschuss zugegeben (4 g) und 
bei 40°C fur 24 Stunden geriihrt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polymerge- 
misch aus alpha-<l , 1 -Diemoxy-3^xy-piopan>omega-butoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-Dibutoxypolyoxy- 
ethylen abffltriert Das Polymer wird in Wasser gel6st mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Emanol-Wassergernisch unter Vakuum abdestilliert, die LSsung mit Na- 
trornauge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefaUlt und filtriert Wassrige Gelchromatographie 
des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine \ferteilung nrit einem Hauptpeak bei einer 
mitlleren molaren Masse von 4950 g/mol iiberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butyl- zu Aldehydendgruppen von 1,15 zu 1 was einem molaren Ge- 
mischverhaltms von alpha-(prorjarM-al-3-oxy)^ (nrittlere molare Masse 4950 g/mol) zu 

alpha-omega-di-butDxy-Polyoxyethylen (mittlere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entspricht Hydroxyendgrup- 
pen sind mcht nachweisbar. Das resultieiende Polymergemisch kann iiber die freie Aldehydgruppe direkt an freie pri- 
mare Aminogruppen (Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwiinschte Vemetzung der Proteine zu 
vcrursachen. 



Beispiel2 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-keto-omega-benzyloxyethylens mit alpha-omega- di-Benzyloxypolyoxyethylenen 

(molare Masse 1 9000 g/mol) 

[0034] Zu einerLosung von 0^7 g l,l-IHmemoxy-cyclohexan-2^1m^ 

I>eratur werden unter Stickstoff 0,42 g DiphenylmethyLkalium in 2 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet An- 
schlieBend werden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geriihrt. Nach der Abreaktion 
des Ethylenoxids wird mit 0,2 g NaOH erneut alkalisch gestellt und Benzylchlorid im Oberschuss zugegeben (3 g) und 
bei 40°C fur 24 Stunden geriihrt. Das Realoionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polymerge- 
misch aus alpha-(l,l-Dimetrx>xy-2^xy-^ und alpha-omega-Dibenzy- 
loxy-Polyoxyethylen abflltriert Das Polymer wird in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 
90°C erhitzt AnschlieBend wird das entstandene Methanol als Memanol-\vassergemisch unter Vakuum abdestilHert, die 
L5sung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und filtriert. Wassrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyemylenstandards zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleren molaren Masse von 19000 g/mol iiberlagert von geringen Anteilen hohermolekularer Pro- 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Benzyl zu Ketoendgruppen von 1,4 zu 1 , 
was unter der Armahme gleicher mittlerer moiarer Massen von 19000 g/mol, einem molaren Gemischverhaltnis von al- 
pba-(l-Keto-2K>xy^clohexan>om^ zu alrAa-omega-^beiizyloxypolyoxyethylen 
von 84,4 zu 16,6 entspricht Hydroxyendgruppen sind nicht nachweisbai: 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann iiber die treie Ketogruppe direkt an freie primare Aminogruppen (Ly- 
sinreste) von Proteinen gekoppelt werden ohne die unerwunschte Vemetzung der Proteine zu verursachen. 

Beispiel3 

HersteUung eines Gemischs aus alpha-hyaroxy-omega-methoxy-Polyoxyalkylens mit alpha-omega-di-methoxy-Poly- 

oxyethylenen (molare Masse 10000 g/mol) 

[0036] Zu einer Losung von 0272 g 2-TetrahydopyranylHoxy-etfaanol in 5 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperarur werden unter Stickstoflf 47 mg Natrium in 5 ml THF gegeben. Nach der Reaktion des Natriums zum Alkoho- 
lat werden 25 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtcmperatar fur 48 Stunden geriihrt Nach der Abreaktion des Ethy- 
lenoxids wird Methylchlorid im Oberschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden gerflhrL Das Reak- 
tionsgeririsch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polyrnergemisch aus alpha>(2-oxy-'Ietrahydropyranyl)- 
omega-me&cocy-Polyoxyemylenen und alphaK>mega-Diraetrjoxypolyoxyemyle^ abfilrriert. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Tetrahyoropyranyl zu Methylendgruppen von 1 zu 1,15 was, unter der 
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Annahme gldcher mittlerer molarcr Massen, einem molaren Gemischverhalmis von alpha-(2-oxy-1etrahydropyranyl-)- 
om^a-methoxy-POlyoxy«hyleocn zu alpha-omega-di-methoxypolyoxycthyien von 93 zu 7 entspricht. Entscheidend 
ist dass nach diesem Reaktionsschritt keine Hydroxyendgiuppen nachweisbar sind Das Polymer wird zur Abspaltung 
der 3,4-Dmydro-2H-pyiangruppe in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesaueit und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wild das entstandene 3,4-D%dro-2H-pyran unter Afckuum abdestilliert, die LBsung nrit Natronlauge neu- 
tralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefalll und filtrierL In diesem Rcaktionschriu entstehen ein Ge- 
misch aus alpha-hydroxy-omega-methoxy-PolyoxyethyleD und alpha^mega-dimeihoxy-Polyoxyethylen. Wassrige Gel- 
chromaiographie des resultierenden Polymergemischs nrit Polyoxyethyienstandards zeigt eine \ferteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mitHeren molaren Masse von 10200 g/moL Das resultierende Polymeigemisch wird ans c hlieflen d 
.durch Umsetzung nrit 4-Nkrophenylchlorformiat in ein Genriscb aus alpha-(4-Kitrophenylfonmat>akdvierten-omega- 
methoxy-Ptolyoxyethyien und Dimelhoxypolyoxyethylen umgesetzt das zur Koppiung an Proteine eingesetzt werden 
kann. Da vor der Aktivierung mit Nitrophenylchlorfarmiat keine alpha-omega-di-hydroxy-Polyoxyethylene vorhanden 
waren, entstehen keine alpba^mega^aktivierten-Polyoxyethylene und die Koppiung an Proteine verlauft ohne die un- 
erwtinschte Vernetzung der Proteine zu vemrsacben. 

Beispiel 4 

Herstellung eines Genrischs aus einem verzweigten alpha^methyl-3-oxy-butan-l-al)-omega-polybutyloxy-Polyoxy" 
ethylen mit verzweigten alpha-omega-polybutyloxy-Polyoxyethylenen 

[0037] Zu einer Losung von 0,3 g 4ADimethoxy-2-methyl-2-butanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenylmethylkalium in 5 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindeL 
[0038] AnschlieBend werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0,16 g Glycidol zugegeben und bei Raumtempe- 
ratur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Chlorbutan im Uber- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fiir 24 Stunden geriihrt Das Reaktioosgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das unlosliche Polymergemisch aus verzweigten alpha^4,4-Dimetfaoxy-2-mewyl^ 

lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxye&ylen abfillriert Das Polymer wird in Wasser gelost nrit Salz- 
saure bis pH 2 angesauert und fur 2 Stunden auf 90°C erfrilzt. AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter Vo- 
kuum abdestilliert, die Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und 
filtriert Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Vferhaltnis von Butylzu Aidefaydendgruppen von Z, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicher mittlerer molarcr Massen, einem molaren Gemischverhaltois von alpha-(-2-me- 
myI-2^xy-butan^al>omega-poly-butoxy-PolyoxyethyLenen zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyemylen von 91 zu 
9 entspricht Bedingt durch die \ferzweigungen ist eine Moknassenbestimmung tiber Gelpermearionschromatographie 
mil Polyethylenglykolstandards nur schlecht mSglicn. Entscheidend ist jedoch, dass keine Hydroxyendgruppen nach- 
weisbar sind. 

[0039] Das resultierende Polymergemisch kann Qber die fieie Aldehydgruppe direkt an frcie primSre Aminogruppen 
(Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwunschle \fernetzung der Proteine zu verursacfaen. 

Patentanspruche 

1. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90Gew.-% alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen da- 
durch gekennzeichnet dass der Anted an Dihydroxy-Polyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist 

2. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-aktivieiten-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-oinega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- akdvierteri-omega-hydroxy-Po- 
lyoxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0,2 Gew.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspruch 1-3, erhaltlich nach einem \ferfahren gemaB Anspruch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus Initialormolekfllen der allgemeinen Formel 

R 4 -(AMR 10 ) i (XH) e 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oder aktivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R = H, Aryl oder Ci bis Cir Alkyl, b = 0 bis 7 
und e= 1 bis 12, R eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette nrit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe (X) aurweisen und gleichzeitig 
eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil 
ist geschutzt ist hergestellt werden. 

5. Gemische gem2B den vorangehenden Ansprflchen, dadurch gekennzeichnet dass der mehrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schritten bestehf 

L Schritt: Oberffflirung des InitiatormolekQls gemaB Anspruch 4 R*-(A)-((R l( VXH) e ) in das entsprcchende Initia- 
toranion R -<A)-(R 10 )pC" (fiir e = 1) bzw. in das mitiatorpolyanion R^Aj-CR^-pOe (fur e > 1) 
2. Schritt: Aniomsche Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden nrit dem Initiato- 
ranion als Startmolekul zu einem alpha-geschumen-omega-hydroxy-PolyoxyalkylerL 
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3. Schritt: Veretherung der im Schritt 2 enlstebeoden omega-Hydroxygruppen des alr>ha-geschutzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen mit einem Alkyuerungsreagens. 

4. Schritt: Abspalnmg der Schutzgruppe (R 4 ) des alpha-geschatzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylens bzw. des al- 
{^geschiitzteoK)mega-poly-dkoxy-Polyoxyalkylens air Freisetzung der aktivierten Gmppe oder aktivierbaren 
Grille (A) des ursprQnglichen Imtiatoimolekiils. 

6. Gemische gemMB den Ansprflcben 2 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen mebrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoacetalen oder Hydroxy- oder Aminothioacetalen gemaB foigender allgemeiner Formel als 
Initiatarmolekiil hergestellt werden. 



R 6 -C-* 7 -(XH) e 



R^ 

R 6 -C-R 7 -(XH). { f&) 

ift' \ z / 

R 8 = C l bisC 18 -Alkyl 

R 6 = H oder C x bis C ir Alkyl 

R 7 = eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstofikette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 mat R 3 = H, Aryl oder Q bis C^-Alkyl 
Z = O oder S, R 9 = Q bis C l2 -Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

7. Gemische nach Anspruch 2~6 y dadurch gekemizeichnet, dass die aktivierte Gruppe eine Aidehyd- oder Keto- 
gmppe ist. 

8. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene InitiatormolekOl eine 
einfach geschiitzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingungen 
stabil ist, jedoch unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritl 4 ieicht gespalten weiden kann. 

9. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
Initiatormolekai eine der folgenden allgemeinen Strukturfonneln aufwetst. 

R'-O- (CH 2 CH 2 0) d H R 4 -0-CH 2 ^C(CH 2 OH) 3 
R 4 -0-CH 2 -CR 11 (CH 2 OH) 2 R 4 -O-CHHCH0H) a ^H 2 OH 



HOCHHCHOH) r CH-(CHOH) fl (CH 2 OH) 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, tert-Buty], Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl TYimethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-TeU^ydopyranyl, 2-Tetrahyaroruranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Methoxyethoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyi-l-meuioxyethyl, 1-Methyl-l-benzybxymethyl, p-Methoxyben- 
zyL, Hialkylsilyl 

undd = 0bis 6, a = 0 bis 8 P f =0bis4,g = 0bis4undR u = d-Qs-Alkyl. 

10. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkylen Poiy- 
oxyethylen ist 

11. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Geinisch aus Alkylen- 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und Glycidol nrit einem Anteil von 

0. 1.4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

1Z Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die nrittlere moiare Masse 
der erfindungsgemflBen Gemische zwischen 1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol 
liegt 

13. Verfahren zur HersteLlung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen Herstellungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: tJberfuhrung des Initiatormolekfils gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entsprechende Imtiatoranion gemaB 
foigender Reakrionsgieichung 

Bttsp 

R 4 -<AHR 18 )j(XH), — > R 4 -<A H R i0 )j{X-) (flire=1) 

RMAHR 10 WX1. (filre>1) 

2. Schritt: Anionische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden nrit dem Imtiato- 
ranion als Startmolekul zu einem alpha-geschutzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schfltztenKmiega-polyhyclroxy-Polyoxyalkylen gemaB folgenden Reaktionsgleichungen: 
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1. Polymerisation 

2. Neutralisation (*H*) 

RMAMR 10 MX-). + nCHj-CHR 1 ► 

\ / 
O 



R 4 -<A)-(R 10 ) i XCH2CHR 1 (OCH2CHR 1 ) n . 1 OH- (fur e=1) 

RMAMR^WCHaCHR V(OCH a CHR Vi>feOH) e (fur e>1) 



oder 



1 Polymerisation 

2. Neutralisation^*) 

R^"(A)-(R 10 )p("+ nCHr-CHR 1 + CHr-CHCH 2 OH ► 

\ / \ / 

o o 

^AHR^^CHzCH^OJpCHaCHtOCHzCHR^n^OH 

I 

CH2(OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mit R 4 = Schutzeruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder aktivierbarc Gruppe, X = 0 
oderNR und R 3 = H, Aryl oder C\ bis C ir Alkyl, n = 5 bis 2000, R 1 = Q bis C^Alkyl oderH undra, p ganze Zab- 
len zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

3. Schritt: Verctherung der im Schritt 2 entstehenden omega-Hydroxygruppe des alrAa-geschUtzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit einem Alkylierungsreagens gemMB foigender 

1. +Base 

2. ♦rV t-r 



R 4 -(A)^R 10 )pcCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHRViOH- 



R^AHR^jXCHjCHR^OCHjCHR^mOR 5 (fflre=1) 

bzw. 

R 4 -(AHR 10 )j(X(CH 2 CHR 1 ) 1te (OCH 2 CHR 1 ) (n . 1Vo OH) o 2 * 8 ^ 7 er 



RMAHR^tX^HjCHR^^OCHjCHR^^jfeOR 9 ), (fur e>1) 

mit R s = Ci bis Cir-Alkyl und Y = Halogen oder SQ»-R S 
n, e, A, R\ X, R l , R w haben die Bedeutune en wie oben. 

4. Schritt; Abspaltung der Schutzgruppe (IT) des al|Aa-geschumer>-c^ga-alkoxy-Polyoxyalkylen zurFreisetzung 
der aktivierten oder aktivierbaren Gruppe (A) des ursprimglichen Initiatormolekuls. 

14. \ferfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Alkylenoxid Ethyienoxid ist 

15. \ferfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeachnet, dass das Gemisch aus Alkyleooxiden ein Ge- 
misch aus Eihylenoxid und Glyddoi nrit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol isL 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekeunzeichnet, dass das Initiatormolekvil ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aniinothioacetal gemaB einer der fblgenden allgemeinen Rjrmeln ist. 
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r'z z 

R'-f-RMXH). R«W-(XH)e 

R 8 = d bis Cig-Alkyl 

R 6 = Hoda-dbis C 15 -Alkyl l0 
R 7 = cine beliebige lineare oder verzwcigtc Kohlenwasserstoffkettc mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ee- 
bunden sind, X = O oder NR 3 nrit R 3 = H, Aryl oder Ci bis Cn-Alkyl 
Z=OoderS 

R 9 = Ci bis Ci 2 -Alkenylrest 
und c = 1 bis 12. 

17. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, daduich gekennzeichnet, dass das beschriebene mitiatormolekill eine 
einfach pscbiitzte Di- oder Pblyhydroxyverbindungen darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder hydrierenden Reaknoiisbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Initialormolektil cine dcr folgcnden allgemei- 
nen StrukUirformeln aufweist 

^-O-lCHzCHaOJdH tf-O-CHz-CfCHzOHh 
R'-O-CHa-CR^CHiOH), tf-O-CHHCHOHk-CFfeOH 



15 



20 



HOCHHCHOH)rCH«(CHOH) a (CH20H) 30 
OR 4 

mit R< = Benzyl, ten-Butyl, Triphenylmethyl, McthyltriiAenylincthyl, Diphenylrnethyl lrimcthoxybenzyl, Di-me- 35 
thoxybenzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahyorofuranyl, Mewoxymethyl, Benzyloxymethy], t-Butoxymetfayl, 2- 
MEthoxyethoxyinethyl, l-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-methoxyethyl, 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyL, Thalkylxilyl 

und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = Q-Q-Alkyl. 

19. Gemische aus einfach aktivierten oder einfach aklivierbaren Polyoxyalkylenen mit nicht aktivicrtcn und nicht 40 
akti^erbaren Polyoxyalkylenen gemaB Anspruch 1 bis 12, eifaaltlich nach dem verfahren der Anspruche 13 bis 18. 

20. Verwendung der Genrische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthalten gemaB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11, 12 und 19 zur chenrischen Kopplung und Modifizicrung von Protcinen und biologisch aktiven Molckulen! 

21. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enthalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 

10, 11, 12 und 19 zur Herstellung von Gemischen aus spezifisch einfach akn'vierten Polyoxyalkylenen die 'zurcbe^ 45 
mischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekfiien eineesetzt werden 
konncn. 



50 
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